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@ Verfahren zur Herstellung von dendritischen ZaIIen, so erhaltene Zelien und Behalterzur Durchfuhrung 
dieses Verfahrens 

@ DendritischeZellen sindala Antigen-prasontlerendeZeUan 
in therapautischfir HInsfcht interessant. Offenbart wird ain 
Verfahren, bal dem zunSohst peHphere Blutzallen isoHert 
und darau9 die Blutvorlauferzellen, dta das CD 34-Antigen 
exprimleron, angerelchert warden. Dtase Zalien werden mix 
einer tCamblnati'on von hamatopoetischen Wachstumsfakto- 
ran und Cytokinan ex vivo expandlert Ober einen Zeltraum 
von 10-20 Tagen entstahan daraus vor allem dendritische 
Zellen, die gegebenanfalls noch waitar gerainlgt werden 
konnen. Diesa Zalien arnd funktlonetJ aktlv hinslchtlich dar 

Fdhigkelt zur Antigenpraserttation. 
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Beschreibtmg geeignet Trenntechziiken, vorzugsweise durch cine 

Dichtegradientenzentrifugation aber FicoU (Pharmacia, 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist <tie Be- Deutschland) Isoliert 
reitstellung von dendritischen Zellen, die nidit nur in der Die mononuklearen Zellen werden wetter behandelt 
Grundlagenforschung Anwendung finden kdnnen. son- 5 urn diejenigen Zellen anzureiclienu die das CD 540ber- 
dern auch in therapeutischer Hinsidit vorteilhafterwei- flftchenantigen besitzea In der VeroffentUdiung "En- 
severwendet werden kdnnen. graftment After Infuaon of CD 34**" Marrow Cells in 

Dendritischen Zellen stellen die potentestcn Antigen- Patients With Breast Cancer or Neuroblastoma" (Blood, 
prasentierenden Zellen des Organismus dar. Sie leiten VoL 77, Nr.8 (1991) S. 1717—1722) haben Berenson et aL 
sich von Knochenmarksvoriauferzellen ab, zirkulieren 10 das CD 34-Antigen beschrieben. Die Anrcicherung die- 
tn geringer Anzahl im peripheren Blut und zelgen sich ser Zellen kann dadurch erfolgen, dafi die Zellen mit 
als terminal differenzierte Zellen^ sogenanntc Langcr- cinem monoklonalen Antikdrper inkubiert werden, der 
hans-Zellen in der Epidermis der Haut. der Gastroxnte- spe^isch ist fOr das CD 34-Antigen, wobel^rAntikOr- _ . 
stinal-Mukosa, viszeralen Pleura -oder- Epitelien des " per vorzugswcisie bibtinyliert ist Derartige monoklona- 
Uragenitaltraktes. 15 le Antik5rper kdnnen kftuflich erworben werden, bei- 

Nach Antigenexposition wandem <tiese Zellen aus spielsweise von Dianova, Coulter, CeUPro oder Becton 
der Haut in den Parakortex drainierender Lymphkno- Diddnson. Die mit dem monoklonalen Antikorper be- 
ten,wosieeinespezifisdieT-ZeUantwortausi5sen.Die handelten Zellen werden auf Immunoaffinitatss&ulen, 
Funktion als Antigenprftsentierende Zellen I&fit sich in vorzugsweise Avidin-lmmunoafHnitatssaulen, geladen, 
vitro nadiwetsen in der autologen und allogenen "ge- 20 wobei das Avidin die monoklonalen Antikdrper bindet 
misditen Lymphozytenreakdon" sowie in Testsystemen, und folglidi auch die hieran gebundenen, CD 34 ^ -Zel- 
indenenldslicheAntigenezugesetzt werden. lea Die absorbierten Zellen mit dem CD 34-Oberfla- 

Die dendritischen Zellen lassen dch von Monozyten/ chenantigen werden von der brnnunoaffinitdtsstule ent- 
Makrophagen abgrenzen, die ebenfalls Antigen-prSsen- femt und in em geeignetes Mediiun gebracht 
tierende Zellen darstellen, jedoch andere Oberflachen- 25 Ebenso kdnnten die fOr das CD 34-Anttgen spezifi- 
marker exprimieren. Bin Unterscheldungsmarker ist schea monoklonalen Antikdrper auch direkt an eine 
insbesondere das CD 14-Antigen. weldies bd dendriti* Festphase (z. Bw kleine Perlen eta) gebunden werden, 
schcn Zellen nicht gefunden wird, wohingegen Monozy- um die CD 34 '♦'-Zellen zu fixieren und aus der Mi&chung 
ten bzw. Makrophagen dieses Antigen aufweisen. Im zuentfemen. 

Unterschied zu den Monozyten/Makrophagen, die 30 Weiterhin ist es mdglich, die CD 34"*' -Zellen unler 
stark phagozytierende Zellen sind, weisen diese Eigen- Verwendung eines fluoreszenzaktivierten Zellsortierers 
schaft die dendritischen Zellen nicht auf. Bei den zirku- anzureichem, der k^uflich erh£llUich ist, beispielsweise 
lierenden dendritischen Zeilen lassen sich die CberRa.- von Becton Dickinson. Bei dlesem Verfahren werden 
chenantigenewiefolgtdefinieren;CD la'*',CD lc'*',CD mobilisierte periphere Blutvorl^ferzellen mit einem 
13"**, CD SS"**, CD 14-, CD 16", CD 3~', CD 19-, MHC 35 Anti-CD 34-Antikdrper, der ^e Fluorochrommarkie- 
11+. rung hat, umgesetzL Mit der Hilfe des fluoreszenzakti- 

Nach Kultivierung der Zellen in vitro bzw. nach phy- vierten Zeilsortierers ist es mdglich, die Zellen zu tren- 
siolo^scher Stimulierung durch Andgen nimmt die Ex- nen, um die CD 34+ -Zellen zu erhalten. Auf diese Weise 
pression der MHC— lI-MolekOle zu, cbcnso tindet sich kdnnen hoch gereinigte Zellen erhahen werden. Etne 
eine Expression CD 25, B 7, CD 40 und ICAM 1 . 40 andere Mdglichkeit w^e es, die CD 34+ -Zellen dadurch 

Verwendung Hnden kdnnen die dendritischen Zellen abzutrennen, daB magnetische Perlen (beads) verwen- 
beispielsweise bei der Verstarkung emer antiinfektidscn det werden, die von Dynal, Baxter, Milteny und anderen 
Therapie. Die Antigen-pr^entierenden dendritischen Hrmen k^uflich erii^tlich sind. 

Zellen sind von besonderer Bedeutung bei viralen und Die angereicherten CD 34+-Zellen wurden anscblie- 
bakteriellen Infektionen und eine Zugabe dieser Zellen 45 Bend in einem geelgnetem Kulturmediiun kuldviert Eln 
bei den entsprechenden Infektionen kann insbesondere derartiges Medium ist beispielsweise ergSnztes RPMI 
beischwerenf^en vorteilhafte Auswirkungenauf den 1640-Mediuro, das lOVo fdtales KSlberserum entlUUt 
Patienten haben. Etn anderes Einsatzgebiet wfire die Das Kulturmedium kann auch heparinisxertcs autologes 
Impfung, weil hierdurch die Immunantwort des Kdrpers Plasma, vorzugsweise in einer Konzentration von etwa 
verstarktwird. so l%enthalten. 

Oerade bd Patienten. die sich einer Chemotherapie Bei der Expansion der Zellen wurden die Zellen in 
aufgrund einer Tumorerkrankimg unterziehen milssen, Gegenwart einer Kombination von verschiedenen 
ist die Bekampfung von verschiedenen bakteriellen bzw. Wachstumsfaktoren angezogen. Hierbei wtirden die fol- 

viralen Infektionen em Problem, weil durch die Chemo- genden Wachstumsfaktoren verwendetj_ 

therapicLdie Immunantwort des -Patienten drastisch-re — 55 ^nterleukin-l-(ILpl),"beschrieben von Gery I. et aL, 

duziert wird. Es ist daher erforderlich, daB gerade m Method EnzymoL 116^456— 467 (1985); LachmannetaL, 
dicscn Fdllen die Immunantwort verbessert wird. Dar- Methods EnzyrooL 116, 467—497 (1985); March et aL, 
Qberhinaus kdnnen dendritische Zellen insbesondere Nature 315, 641 (1985); 

bei der Therapie der minimal residuellen Erkrankungen Interleukin-3 (ILr3), beschrieben in EPA 138 133, Ihle et 
verwendet werden. Hierbei werden tumorspezifische 60 aU Methods EnzymoL 116, 540—552 (1985); Otsuka et 
Antigene von den dendritischen Zellen prflsentiert, die aL. J. Immunol 140, 2288—2295 (1988); 
dann eine T-Zell-spe^fische (cytotoxische) Reaktion lnterleukin-6 (IL-6), beschrieben in Brakenhoff et aL, J. 
hervomifcn. bnmunoL 139, 4115-4121 (1987), Brakenhoff et aL, J. 

BeL dem erfindungsgemaBen Verfahren zur ex vivo Immunol 143, 1175—1182(1989); 
Expansion von dendritischen Zellen kann folgcnderma- es Erythropoietin (EPO> beschrieben von Jacobs et aL, Na- 
Ben vorgegangen werden: Von den Patienten werden ture 313, 806-810 (1985), Sasaki et aL, Methods Enzy- 
heparinlsierte Blutproben erhalten. Mononukleare Zel- moL 147, 328—340 (1987); 

len (MNZ) von dem Aphereseprodukt werden durch Stammzellfaktor (SCF), besdu-ieben in WO 91/05 797, 
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Nocka et aU EMBO J. 9, 3287-3294 (1 990) und 
Interferon-y (IFN-y), beschrieben in EP 77 670, Gray et 
ai^ Nature 295, 503—508 (1982); Devos et aU Nucl. Adds 
Res. 10, 2487-2501 (1982); Yip et al, PNAS 79, 
1820—1824 (1982) und Braude; Methods EnzymoL 119, 
193-199(1986)." 

Es wurde herausgefunden, daB durch eine Kombination 
der folgenden Wachstumsfaktoren: IL-1, IL-3. IL-6, EPO 
und SCF eine Expansion der CD 34"*'-Vorlaufer2ellen 
erfolgt Wenn diese filnf Wachstumsfaktoren eingesetzt 
wurden, konnten etwa 1 bis 5% dendritische Zeilen, die 
das OberflSchenantigen CD la exprimieren, erhalten 
werdea Derardge Zellen kdnnen au ch elektron enim-^ 
kroskbpisdniurchden Na^weis der sogenannten Bier- 
beck'Granula identi^ziert werden. Durch die Zugabe 
von TNF-a und GM— CSF konnte die Ausbeute an den- 
dritischen Zellen deutlich erhdht werden. 

Die Zellen werden in Gegenwart der Wachstumsfak- 
toren IL-l, IL-3. lL-6, EPO und SCF kultiviert 

In etner bevorzugtra AusfUhrungsform erfolgt die 20 
Expansion der Zellen m Gegenwart einer Kombination 
von SCF, GM-CSF undTNF-a. 

Gegebenenfalls kann nodi zusatzlich IL-4 (Interieu- 
kin-4) zugesetzt werden (10— 1000 ng/ml). 

Sofem eine einhextliche Population von dendritischen 
Zellen fUr den gewtinschten Einsatzzweck erforderlidi 
ist, k^nnen die dendritischen Zellen durch entsprechen- 
de Trennverfahren angereichert bzw. geremigt werden- 
Ein Trennverfahren kdnnte beispielsweise darin beste- 
hen, daB die Zellen mit raonoklonalen Antikfirpern um- 
gesetzt werden, die gegen das CD la-Oberfl&chenanti- 
gen gerichtet sind. Diese ZeU-Antik^^rper-Komplexe 
kdnnen dann auch Ober Inununoaf&iit&tss&ulen oder 
FACS (Fluoreszenz aktivierte Zellsorter) aufgetrennt 
werden. 

Die verwendete Konzentration der Wachstumsfakto- 
ren bzw. Cytokine liegt innerhalb der gewdhnlich ver- 
wendeten Konzentration, die die h<5chste Effi2ienz m ex 
vivo Kulturen aufweist. IL-1 kann in einer Konzentra- 
tion im Bereich von 10 ng/ml bis 1000 ng/ml verwendet 40 
werden, IL*3 wird in einer Konzentration von 1 E/ml bis 
2U 1000 E/ml verwendet, IL-6 wind von 10 E/ml bis zu 
1000 E/ml verwendet. EFO kann in einer Konzentration 
im Bereich von 0,1 E/ml bis 1 0 E/ml vorhanden sein. SCF 
wlrd zwischen 10 ng/ml bis zu 1000 ng/ml verwendet 45 
und IFN-Y kann im Bereich von 1 E/ml bis 1000 E/ml 
verwendet werden. FOr GM— CSF liegen die verwende- 
ten Kozrcentrationen zwischen 10 ng/ml und 1000 ng/ml 
und for TNF-a zwischen 10 E/ml und 1000 E/ml 

Die bevorzugten Bereiche ffir IL-l liegen zwischen so 
50 ng/ml und 150 ng/ml fUr IL-3 zwischen 50 E/ml und 
150 E/ml, fflr IL-6 zwischen 50 E/ml und 150 E/mi, fOr 
EPO von 0,5 E/ml bis 1,5 E/ml, fllr SCF von 50 ng/ml bis 
_i5p_ng/ml,^f0rjGM—CSF„vou_50ng/ml-bis-200 ng/ml, — 
for TNF-a von 20 E/ml bis 150 E/ml und ftlr IFN-y von 55 
50 E/ml bis 150 E/mL Es liegt im Bereich der F^igkeiten 
des Durchscfanittsfachmannes, die beste Wirkungsf ahig- 
keit der Wachstumsfaktoren bzw. Cytokine zu bestim- 
mea FOr die oben angegebenen Einheiten gibt es inter- 
national anerkannte Normen. 

GemftB einer bevorzugten Ausfilhrungsfonn der vor- 
liegenden Erfmdung werden die peripheren Bhitvoritu- 
ferzellen von krebskranken Patienten erhalten, die 
durch herkfimznliche Chemotherapie und koloniestimu- 
lierende Faktoren mobilisiert wurden, um eine Behand- 
lungstherapie mit breiter Andtumoraktivit&t mit der 
^eichzeitigen Mobilisierung von peripheren Blutvor- 
Uuferzellen zu kombinieren, Eme Mobilisierung kann 
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erhalten werden durch Behandlung der Patienten mit 
einer Standarddosierung VP 16 (500 mg/aP) Ifosfamid 
(4 g/m^ Cisplatin (50 mg/m^) und gegebenenfalls Epiru- 
bicin (50mg/m*) (VIP (E) Therapiei gefolgt von der 
Verabrdchung von G— CSF (erfaaidich von Amgen) in 
einer Dosierung von 5 ng/kg/d subkutan fflr 12 bis 14 
Tage. Ebcnso ist es mOglich, GM— CSF zu verabrd- 
chen, was zum Beispiel unter dem Warenzeichen l^eu- 
komax" von Sandoz AG, Basel kommerziell erhSltllch 
ist. EHe Krebspatienten kdnnen auch mit einer Chemor 
thcrapie behandelt werden bestehend aus Etoposid (VP 
16], Ifosfamid und Cisplatin gefolgt von der kombinier- 
Jen__sequentiellen Verabrdchung - von rekombinantem 
Human-interleukin-3 (rhIL->3) und rekombinantem hu- 
manem Granulozyten-Makrophagen koloniestimulie- 
rendem Faktor(rhGM— CSF), 

Es ist besonders bevorzugt, die peripheren Blutvor- 
lauferzellen vom Patienten zwischen Tag 10 und Tag 18 
nach der Chemotherapie zu erhalten. 

Die vorliegende E^dung umfaBt auch ein Kultur- 
medium fQr dendritische Zellen umfassend eine Kombi- 
nation von lL-1, IL-3, IL-6, EPO und SCF und gegebe- 
nenfdls Interferon-y sowie TNF-a. Ein anderes erfin- 
dungsgem&Ses Kulturmedium umfa&t eine Kombina- 
tion von SCF. GM-CSF und TNF-a. 

Die biologisch aktiven Verbindungen werden in den 
oben angegebenen Konzentrationen verwendet Es ist 
mdglich, geelgnete Aufnahmegef^e bereitzustellen, die 
mit dnem Kulturmedium zur Zllditung von peripheren 
Blutvorl^uferzellen ausgestattet sind umfassend die 
oben beschriebene Kombination von Wachstumsfakto- 
ren. Solche AufnahmegefdJ3e kdnnen Blutbeutel, Mikro- 
titerplatten oder Gewebekulturflaschen sehr Solche ge- 
brauchsfertigen Aufnahmegefafie sind auch Gegen- 
stand der vorliegendea Brfindung. 

Beispid 1 

Mobilisierung von peripheren Blutvorl&uferzellen 
(PBPC) 



18 Patienten wurden als Teil ihrer Induktionschemo- 
therapie mit einer herkdmmiichen Dosis VP 16 (500 mg/ 
Ifosfamid (4 g/m^ und Cisplatin (50 mg/mP) (VIP) 
behanddt, mit anschliefiender Verabreichung von re- 
kombinantem humanem G— CSF (Amgen. Deutsch- 
land) in einer Dosis von 5 p.g/kg/d subkutan f Or 10 bis 14 
Tage zur Mobilisierung von PBPCs. 12 Patienten mit 
soliden Tumoren und 6 Patienten mit refraktarem non- 
Hodgkin Lymphomen waren eingeschiossen. PBPCs 
wurden 10 bis 12 Tage nach VIP Chemotherapie gesam- 
mdt Die peripheren BlutvorUluf erzeilen wurden durch 
Leukapheresen entnommen unter Verwendung einer 
sogenannten-^lQeinvolumenkammer*~(erhaitlich"vdir 
Baxter) an Tag 10—12 nach der VIP Chemotherapie 
gemaB dem Verfahren, das von Brugger et aL in L Clin. 
Oncol 20, S. 1452— 1459 (1992) und Brugger et aL, Bri- 
tish J. of Haematology 84, S. 402—407 (1993) beschrie- 
ben wurde. 
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Beispiel 2 

Kultur von gezQchteten PBPCs 

Aus dem Aphereseprodukt wurden mononukleare 
Zellen (MNQ durch Dichtegradientenzentrifugation 
Ober Ficoll/Hypaque (1077 g/ml) (erhaitlich von Phar- 
macia) isoUert und zweimal in phosphatgepufferter 
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Ausbeute an dendritischen Zellen zu erhdheOp dem Me- 
dium TNF-a, GM— CSF sowie SCF zugesetzt 

Wdcbentlich werden Proben aus den Kulturen ent- 
nommen und darin der Immunphtootyp durchfluBcyto- 
5 metrisch mit einem FACScan-Analyzer (Becton Dickin- 
son) analysiert Die Daten werden mit dem FACScan 
Lysis 2 Software-Programm ausgewertet Ffir die Zwei- 
farben-I^aikierung werden die Zellen in PBS mil 2% 
FCS gewaschen und nut einem PE-konjugierten Antir 
10 kfirper gegen CD 33 zusammen mit je einem der folgen- 
den FITCkonjugierten AntikGrper fOr 30 Minuten bei 
4*'C inkubicrt: Anti-HLA— DR. anti-CD 4, anti-CD la 
und anti-CD 25 (alle von Becton 

— Dicldnson)rDaiiiberhinaus werden Einfachmarkienm- 

tinylierten IgM Anti-CD 34 monoklonalem Antikdrper 15 gen mit Antikdrpcm gegen CD lb, CD Ic mid CD 40 
inkubiert, gewaschen und auf eine Avidin-InrniunoafH* (Dyanova, Hamburg) durchgefOhrt Diese Antikdrper- 
nitiltss&ule aufgetragen. Adsorbierte CD 34Q-Zellen markienmg erfolgt nach der indirekten Methode. Urn 
(Zielzellenpopulation) wurden von der Avidinstule ent- den prozentualen Anteil der Zellen aus der granulozytft- 
femt und in RPMI 1640 Meditmi (Seromed, Deutsdi- ren bzw. monozytaren Reifungskaskade zu ermitteln, 
land) resuspendiert das mit 3 mmol/L Olutamin und 20 werden die Zellen zusAtzlich mit Antik5rpem gegen CD 
5x10-^ mol/L p-Mercaptoethanol (Sigma, Deutsch- 15 (Granulozyten) und CD 14 (Monozyten) markiert 
land) ergflnzt wurde. 



SalzlOsung (PBS) gewaschen. 

Periphere Blut- oder Kn chenmarks-MNC-ZellBn 
wurden kultivtert wle im Stand der Technik beschrieben 
(z. a Kanz et aU Blood. 68. 991 (1986)> MNC (1 x 10^ 
wurden in Methylcellulose iOfi^^c) immobllisiert und in 
IMDM supplementiert mit 30% fdtaiem iCfllberserum 
(Paesel, Deutschland) kultiviert 

Beispiel 3 

Positive Auswahl von CD 34 -Zellen von gez&chteten 
PBPCs durch ImmuDoaffinit&tsadsorptionssaulen 

Moiroimldeare ZeUen (MNCs) w 



Beispiel4 

Expansion von angereicherten CD 34 '•"-Zellen in 
Suspensionskultur 



Als Negativkontrollen werden IsotypkontroUen 
(IgGl-FTTC und IgG2a PE-konjugiert) von der Maus 
durchgefOhrt. Nach AbschluB der Inkubation werden 
25 die Zellen 2 x gewaschen und in 250 \il PBS ohne FCS- 
2^usatz zur durchfluBcytometrischen Analyse resuspen- 
diert Zum AusschluB toter Zellen wird aus jeder Probe 
unmittelbar vor der Messung Propidium-Jodid (PI) zu- 
Angereicherte CD 34"** -Zellen wurden in 96-Loch- gegeben, die Pl-markierten to ten Zellen werden 
Mikrotiterplatten mit flachem Boden kultiviert bei 0,5 30 schlieQlich vor der Analyse entsprechend ausgegrenzt 
bis 15 X ICP Zellen/mL in RPMI 1640 Medium supple- Aus jeder Probe werden 20 000 Zellen analysiert 
mentiert mit 10% fotalem {C&lberseruro bzw. verschie- Etgebnisse: 

denen Konzentrationen von autologem Plasma. Die Nach 12Tagenbetragt der AnteilCD la"*" ZeHen inder 
obcn beschriebene Kombination von Wachstumsfakto- Kultur mit TNF, GM— CSF und SCF etwa 20%, diese 
ren wurde unmittelbar nach Aussaat der CD 34'*"-ZolIen 35 Zellen exprimieren zusStzlich HLA— DR-Molekflle, die 
in die Mikrotiterplatten (Gesamtvolumen 200 jiL/Be- ebenfalls ein Marker fOr dendritische Zellen darstellen. 
halter) hinzugefOgt- Vierfache Kulturen von jeder ein- Da jedoch mir reife dendritische Zellen CD la exprimie- 
zelnen der getesteten 36 Wachstumsfaktor-Kombina- ren, kann deren tatsSchliche Anzahl noch deutlich hoher 
tioncn wurden hergestellt Die folgenden hamatopoeti- liegen. Weiterhin werden CD Ic bei ca. 17% und CD 40 
schen Wachstumsf aktoren und Cytokine wurden ver- 40 bei ca. 45% der Zellen exprimiert. Auch diese MolekiUe 



wendet: IL-1, IL-3, IL-6,GM-CSF, EPO,TNF-a, IFN- 
Y. SCF. Wachstumsfaktoren wie IL-1, GM-CSF. IFN-y 
und SCF in elner Konzentration von 100 ng/ml bzw. in 
einer Konzentration von 100 E/ml (IL-3 und IL-6). Ery- 



sind Marker von dendritischen Zellen. 

Das Medium, welches mit IL-1, IL-3, IL-6, SCF und 
Erythropoietin komplementiert war, ergab zwar eine 
grdfiere Anzahl klonogener Vorlauferzellen, jedoch war 



thropoietia wurde in einer Konzentration von 1 E/ml 45 der Anteil an dendritischen Zellen signifikant geringer. 

— • ' CD la"*" Zellen wurden in ca. 4% aller ex vivo-expan- 

dierten Zellen gefunden, CD Ic-exprimierende Zellen 
betrugen 3%, CD 40-exprunierende Zellen ca. 2%. 



und TNF-a in einer Konzentration von 50 E/ml verwen- 
det Die Zellen wurden bis zu 28 Tage bei 37* C in 5% 
CO2 inkubiert ohne zu&atzliche Zugabe von Wachs- 
tumsfaktoren Oder Medium. Zur Analyse wurde jeder 
Behalter resuspendiert und in RPMI 1640 gewaschen so 
zur Entfemung von restlichen Wachstumsfaktoren. Die 
Lebensfehigkeit der Zellen wurde durch Trypanblau- 
farbstoff-AusschluQ sowie durch durchfluBcytometri- 
sche Farfaung mit Propidtumiodid bewertet 

55- 



Beispiel 5 



Herstellung dendritischer Zellen durch eine ex vivo 
Expanaon peripherer CD 34"*'-BlutprogenitorzeUen 
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CD 34"*'-Blutvoriauferzellen werden wie in Belspiel 4 
angegeben in einer Zelldichte von 0,5 bis 3 x 10^/ml in 
RPMI 1640 Medium in 25 ml ZeUkuiturflaschen fiber 
einen Zeitraum von max. 21 Tagen kultiviert. Dem Kul- 
turmedium werden folgende Wachstumsfaktoren tmd €s 
Cytokine zugefOIirt: IL-ip, IL-3, IL-5, SCF und Erythro- 
poietin in den unter Beispiel 4 genannten Konzentratio- 
nea In einem zweiten Kulturansatz werden. um die 



PatentansprOche 

1. Verfahren zur Bercitstellmig von dendritischen 
Zcllcn,worin 

a) periphere Blulzellen vom Blut Iso llert wer> 
-den, — ~' 

b) periphere Blutvoriauferzellen, die das CD 
34- Antigen expTimieren, angereichert werden, 
und 

c) diese Zellen mit einer Kombination von ha- 
matopoetischen Wachstumsfaktoren und Cy- 
tokinen kultiviert werden und gegebenenfalls 
anschlleOend 

d) die dendritischen Zellen angereichert wer- 
dea 

Z Verfahren nach Anspruch 1, worin die peripheren 
Biutvorliluferzellen aus heparinisierten Blutproben 
durch Dichtegradicntenzentrifugation Isollert wer- 
den. 
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i Verf ahrcn nach Anspruch 2, worin c^e peripheren 
Blutvorlauferzellen durch DichtegFadientenzentri- 
fugation liber RcoU/Hypaque isoliert werden. 

4. Verfahren nach Anspru<i I, worm die pcriphereii 
Blutvoriauferzellen mit emem gegen das Oberfia- 5 
chenantigen CD 34 gerichteien monoklonaleo An- 
dkCrper umgesetzt werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, worin die peripheren 
Blutvorlauferzellen, die rait dem gegen das CD 
34-Oberfl&chenantigen gerichteten monoklonaien 10 
Antik6rper umgesetzt wurden von den nicht umge- 
setzten Zellen durch Behaadlung mit einer Immim- 
oaffinitatss&ule, insbesondere einer Avidin-Immun- 
oaffmitatssauleabgetrcimt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 1. worin die peripheren 15 
Blutvorl&uferzellen durdi ECultivieren in einem 
ZeUwachstumsmedium expandiert werden, das In- 
terleukhi-1 (IL-l)^ Interleuldn-3 Interleukin-6 
(IL-eX Erythropoietin (EPO) und Stammzellen- 
wacl^tumsfaktor entb&lt 20 

7. Verfahren nach Anspruch t, worin die peripheren 
Blutvorlauferzellen in dnem Zellwachstumsoiedi* 
um expandiert werden, das Stammzellenwachs- 
tumsFaktor (SCF^ Granulozyten-Makrophagen- 
Kolonie stimuiierenden Faktor (GM— CSF) und 25 
Tomornekrosefaktor-o fTNF-a) sowie gegebcnen- 
falls Iaterleukin-4(IL-4) enthait 

8. Verfahren nach Anspruch 1, worin das Blut von 
Krebspatienten erhalten wird, die mit einer Che- 
motherapie in Oblicher Dosis behandelt wurden, 30 
wobei die Chemotherapie die Anwendung von Eto- 
posid (VP 16), Ifosfamid und Qsplatin umfaBt 

9. Verfahren nach Anspruch 8, worin das Blut von 
Krebspadenten erhalten wurdc, die mit einer Che- 
motherapie behandelt wurden, gefolgt von der 35 
kombinierten, aufeinanderfolgenden Anwendung 
von rekombinantem HumamnterIeukin-3 (rhIL-3)i 
rekombinantem humanem Gramilozyten-Makro- 
phagen koloniestimulierendem Faktor (rhGM— 
CSFi Oder rekombinantem humanem Granulozy- 40 
ten-koloniestimullerendem Faktor (rhG— CSF). 

la Dendritische Zellen, eriiSltlich durch ein Verfah- 
ren nach einem der AnsprOche 1 bis 9. 

11. Zusarmnensetzung von hamatopoetischen 
Wachstumsfaktoren umfassend Interieukin-1 (IL- 45 
1), Interleukin-3 (IL^S), Interieukin-6 (IL-6X Ery- 
thropoietin (EPO) und Stammzellenwachstumsfak- 
tor(SCF>. 

12. Zusammensetzung von hamatopoetischen 
Wachstimisfaktor umfassend Stammzellenwachs- 50 
tiimsfaktor (SCF), Granulozyten-Makrophagen- 
Kolonie stimuUerendcn Faktor (GM-CSF) und 
Tumomekrosef aktor-a (TNF-a). 

13. Zusanmiensetzung nach Axispruch II oder j. 2; 
-worin "Interleukin-1~ in -euicr"Konzentrati6n zwi- 55 

schen 10 ng/ml und 1000 ng/ml, Interieukin-S in ei- 
ner Konzentratk>n von 1 E/ml bis 1000 E/ml, Inter- 
leukin-6 in einer Konzentratlon von 10 E/ml bis 
1000 E/mU Erythropoietin in einer Konzentration 
zwischen 0,1 E/ml und 10 E/ml, Stammzellenwachs- eo 
tumsfaktor (SCF) in einer Konzentration von 
10 ng/ml bis zu 1000 ng/ml, GM— CSF in einer 
Konzentration von 10 ng/ml bis 1000 ng/ml und 
Tumomekrosefaktor-a in einer Konzentration von 
1 E/ml bis 1000 £/mi vorhanden ist. €5 

14. Zusammensetzimg nach Anspruch 13, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie auch Interferon-y (IFN-y) 
in einer Konzentration von 1 E/ml bis 1000 E/ml 



umfaBt 

15. Behaitnis fOr die Expansion von dendritischen 
Zellen, dadurch gekennzeichnet, daB es elne Zu- 
sammensetzung gen^ einem der AnsprOche 11 
bisUenthalt. 

16. GefaB nach Anspruch 15, dadurch gekennzeich- 
net, daB es eine Zeilkulturflasche ist. 



I- 
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